在恶性肿瘤中，肺癌仍是目前最常见的死亡原因。许多肺癌患者在就诊时已发生转移，据统计90%的肺癌患者死亡由转移引起^\[[@b1]\]^，最近研究^\[[@b2],\ [@b3]\]^表明上皮-间质转化（epithelial-mesenchymal transition, EMT）在肿瘤侵袭转移过程中起重要作用。

EMT是指上皮细胞失去其上皮特征，获得间质特性的过程，它不仅参与胚胎形态的形成、心脏的发育和慢性退行性纤维化，而且促进肿瘤侵袭转移^\[[@b4]\]^。此外，细胞外信号的生长因子如HGF、EGF、TGF-β、IGF、VEGF等可经过不同的信号通道诱导细胞发生EMT，已证实PI3K/AKT信号通路参与EMT发生^\[[@b5]\]^。本文旨在研究TGF-β1诱导人肺腺癌PC9细胞发生EMT及对PI3K/AKT信号通路的影响。

1. 材料与方法 {#s1}
=============

1.1. 材料 {#s1-1}
---------

人肺腺癌PC9细胞为上海肺科医院肺癌免疫研究室常规传代培养；TGF-β1购自R&D公司；单克隆兔抗人E-cadherin、多克隆兔抗人AKT和单克隆小鼠抗人p-AKT均购自Cell Signaling Technology公司；单克隆小鼠抗人Fibronectin和Vimentin购自Santa Cruz公司；辣根酶标记羊抗小鼠或抗兔IgG购自Abgent公司；F1TC标志的羊抗兔IgG购自Upstates公司；DMEM购自Gibco公司。

1.2. 细胞培养 {#s1-2}
-------------

PC9细胞在37 ℃、5%CO~2~、饱和湿度条件下用含10%新生牛血清、100 U/mL青霉素、100 μg/mL庆大霉素、低糖-DMEM培养基中培养。用0.25%胰酶消化传代。细胞培养至融合70%-80%后，用无血清培养基饥饿过夜，再加入TGF-β1处理48 h，按实验要求分组。

1.3. 细胞形态学观察 {#s1-3}
-------------------

将PC9细胞传代于6孔板并用无血清培养基饥饿过夜，经不同浓度（0 ng/mL、1 ng/mL、5 ng/mL）TGF-β1处理48 h后在相差显微镜下观察细胞形态变化并拍照。

1.4. Western blot检测 {#s1-4}
---------------------

不同浓度（0 ng/mL、1 ng/mL、5 ng/mL）TGF-β1处理细胞48 h后，培养瓶中的贴壁细胞用4 ℃的PBS洗涤后转移到EP管，12 000 rpm离心5 min，弃去上清，将收集到的细胞加入细胞裂解液裂解后，取上清液-20 ℃储存。上样，80 V电泳积聚蛋白，100 V电压使蛋白分离并转膜，5%脱脂牛奶封闭1 h。用单克隆兔抗人的E-cadherin（1:1 000）、单克隆小鼠抗人的Fibronectin和Vimentin（1:100）、多克隆兔抗人AKT和单克隆小鼠抗人p-AKT（1:500）分别与膜接触4 ℃孵育过夜后，用TBST在脱色摇床下洗膜5 min×3次，在加辣根酶标记羊抗小鼠或抗兔IgG，室温下孵育1 h后，用TBST洗膜5 min×3次，加入ECL化学发光显示剂在室温下反应1 min后，用X光片曝光，然后定影、显影。

1.5. 细胞免疫荧光检测 {#s1-5}
---------------------

以每孔1×10^4^个细胞接种于6孔培养板中预置的载玻片上，细胞贴壁爬片，用无血清培养基饥饿过夜，加入不同浓度（0 ng/mL、1 ng/mL、5 ng/mL）TGF-β1处理48 h后，取出载玻片，用0.4%多聚甲醛固定15 min，加入单克隆兔抗人的E-cadherin（1:200）、单克隆小鼠抗人Fibronectin和Vimentin（1:50）4 ℃过夜，加FITC标志的羊抗兔IgG和Cy3标志的羊抗小鼠IgG（1:50），37 ℃下孵育1 h，缓冲甘油封固，荧光显微镜下观察并拍片。

2. 结果 {#s2}
=======

2.1. TGF-β1诱导PC9细胞形态学变化观察 {#s2-1}
------------------------------------

PC9细胞在不同浓度（0 ng/mL、1 ng/mL、5 ng/mL）TGF-β1处理48 h后，通过相差显微镜观察，未处理的PC9细胞呈不典型上皮细胞形态，经TGF-β1刺激后，大部分细胞形态明显拉长，呈现明显的间质细胞形态，且5 ng/mL TGF-β1组比1 ng/mL组更为明显。此外，细胞间连接也变得更疏松（[图 1](#Figure1){ref-type="fig"}）。

![PC9细胞经不同浓度（0 ng/mL、1 ng/mL、5 ng/mL）TGF-β1处理48 h后的形态学变化\
Morphologic changes of PC9 cells induced by different concentrations (0 ng/mL, 1 ng/mL, 5 ng/mL) of TGF-β1 for 48 h](zgfazz-13-1-34-1){#Figure1}

2.2. TGF-β1对PC9细胞上皮及间质标记蛋白表达的影响不同浓度 {#s2-2}
--------------------------------------------------------

（0 ng/mL、1 ng/mL、5 ng/mL）TGF-β1处理PC9细胞48 h后，Western blot显示TGF-β1并不影响PC9细胞上皮标记蛋白E-cadherin和间质标记蛋白Vimentin的表达。然而，间质标记蛋白Fibronectin的表达量却随TGF-β1浓度的增加也相应增加（[图 2](#Figure2){ref-type="fig"}）。另外通过细胞免疫荧光也证实了Western blot的结果（[图 3](#Figure3){ref-type="fig"}）。

![Western blot检测PC9细胞EMT相关标记蛋白Fibronectin表达变化\
The expression change of EMT related marker protein Fibronectin in PC9 cells was assessed by Western blot](zgfazz-13-1-34-2){#Figure2}

![细胞免疫荧光检测PC9细胞EMT相关标记蛋白Fibronectin表达变化\
The expression change of EMT related marker protein Fibronectin in PC9 cells was detected by immunoflurescence staining](zgfazz-13-1-34-3){#Figure3}

2.3. TGF-β1对PI3K/AKT信号通路的影响 {#s2-3}
-----------------------------------

PC9细胞经不同浓度（0 ng/mL、1 ng/mL、5 ng/mL）TGF-β1处理48 h后，Western blot显示P-AKT经TGF-β1处理后其表达量降低，且1 ng/mL组和5 ng/mL组P-AKT表达量减少大致相仿（[图 4](#Figure4){ref-type="fig"}）。

![Western blot检测TGF-β1对PC9细胞AKT和P-AKT的表达\
The expression of AKT and P-AKT in PC9 cells was assessed by Western blot](zgfazz-13-1-34-4){#Figure4}

3. 讨论 {#s3}
=======

肿瘤转移是恶性肿瘤进展的重要步骤，也是恶性肿瘤患者死亡的重要原因。因此研究肿瘤转移的分子机制对抑制恶性肿瘤转移、提高肿瘤患者生存率至关重要。肿瘤转移是一个复杂的、多步骤的过程，首先肿瘤细胞脱离原发灶，通过血管生成和基底膜重建进入循环系统，但进入循环系统的肿瘤细胞必须克服循环系统的各种障碍才能到达转移部位。肿瘤转移涉及多种调控机制，其中促进肿瘤细胞转移的重要机制之一就是EMT^\[[@b6],\ [@b7]\]^。

Greenburg等^\[[@b8]\]^指出培养中的上皮细胞可获得间质细胞特性，最早提出了EMT发生的证据。在胚胎形成、肿瘤发生发展及某些纤维化疾病的过程中，TGF-β作为EMT的主要诱导剂备受关注^\[[@b9]\]^。TGF-β1作为TGF-β家族的重要成员之一，在肿瘤发生发展及某些纤维化疾病过程中已被证实为EMT的主要诱导剂^\[[@b10]-[@b13]\]^。但是，对人肺腺癌PC9细胞来说，TGF-β1能否诱导PC9细胞发生EMT及对PI3K/AKT信号通路影响又如何？目前尚无相关报道。

TGF-β1诱导PC9细胞发生EMT首先在细胞形态方面被证实^\[[@b7]\]^。Kasai等^\[[@b11]\]^指出肺腺癌A549细胞在TGF-β1作用下，由典型卵石状的上皮表型转化成纤维细胞样的间质表型，同时相邻细胞间连接也变得疏松^\[[@b11]\]^。Yan等^\[[@b14]\]^用低氧处理肝癌细胞发生EMT，细胞诱导形态结果与Kasai相似。本研究结果显示未处理的PC9细胞呈不典型的上皮细胞形态，经TGF-β1处理后大部分细胞形态较未处理组明显拉长，相邻细胞间连接也变得疏松。为了进一步证实经TGF-β1处理的PC9细胞可发生EMT，我们首先用Western blot验证EMT相关标记蛋白，结果显示TGF-β1处理PC9细胞既没有下调上皮标记蛋白E-cadherin的表达，也没上调间质标记蛋白Vimentin的表达，仅仅是上调了间质标记蛋白Fibronectin的表达，细胞免疫荧光也证实了间质标记蛋白Fibronectin表达上调。Shintani等^\[[@b15]\]^指出培养中的肿瘤细胞仅发生不完全EMT，从严格意义上讲我们并不能观察到真正的EMT^\[[@b15]\]^。Voulgari等^\[[@b16]\]^指出发生不完全EMT的肿瘤细胞，其分子标记物和细胞特征可发生不同程度的改变^\[[@b16]\]^。因此，在本研究中，TGF-β1可诱导肺腺癌PC9细胞发生EMT，且为不完全EMT。

TGF-β可通过酪氨酸激酶受体迅速激活PI3K/AKT信号通路^\[[@b17],\ [@b18]\]^。PI3K激酶调节亚基已被证实与TβRI和TβRII受体相关，并可提高TGF-β的激活效果^\[[@b19]\]^。PI3K/AKT信号通路的阻断可抑制TGF-β诱导的细胞形态学变化，并使a-SAM表达下调和E-cadherin表达上调^\[[@b20],\ [@b21]\]^。由此可见，在EMT过程中，TGF-β在PI3K/AKT信号通路的激活中起重要作用。Chao等^\[[@b22]\]^指出经TGF-β处理的肿瘤细胞的p-AKT表达量在4 h时达到高峰，之后其表达量逐渐减低。我们用TGF-β1处理PC9细胞48 h后p-AKT的表达量较未处理组明显减少，而1 ng/mL组和5 ng/mL组的减少量并无差别，可推测PC9细胞在TGF-β1的刺激下，p-AKT的表达随时间的变化而发生改变，但与TGF-β1浓度关系不大。

总而言之，TGF-β1可诱导肺腺癌PC9细胞发生不完全EMT，并影响PI3K/AKT信号通路。已证实PI3K/AKT信号通路参与胃癌的侵袭转移^\[[@b23]\]^，那么此通路对肺腺癌PC9细胞的侵袭转移能力又有何影响，还需进一步研究。
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